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INTRODUCAO

A tecnologia de reagdo em cadeia da polimerase foi concebida na década de
1980, tendo como sua maior aplicagdo a possibilidade de amplificar determinado segmento
de DNA através de sintese enzimatica in vitro, produzindo milhdes de copias do
segmento especifico selecionado (CARUSO, 2007; ZAHA et al., 1996). A PCR envolve
trés etapas, que constituem um ciclo basico de replicagdo por PCR: desnaturacdo do
DNA-molde, hibridizagdo com “primers” que delimitardo a regido de interesse a ser
duplicada, extensao do segmento selecionado utilizando a enzima DN A-polimerase. Vérias
outras aplicagdes podem ser atribuidas e auxiliadas por essa técnica: a amplificacdo de
um gene utilizando a PCR ¢ uma etapa primordial para obter a quantidade de DNA
necessaria para ser aplicada na etapa de clonagem molecular, ¢ a PCR em tempo real
¢ hoje aplicada para quantificar a expressao de genes (CARUSO, 2007).

A clonagem génica tem objetivo de introduzir um gene selecionado dentro de
bactérias idénticas entre si (NASCIMENTO et al, 1999) e consiste no isolamento e
propagacdo de moléculas de DNA idénticas, sendo a técnica central para estabelecer o
método da tecnologia do DNA recombinante (CARUSO, 2007). O gene amplificado
deve ser ligado ao vetor e a molécula hibrida deve ser introduzida numa célula
hospedeira, geralmente células bacterianas (LIMA, 2008). A manipulagdo de genes
especificos utilizando transformacdo bacteriana contendo as moléculas de DNA
transgene permite, ao fim das etapas, a expressdo e obtengdo de proteinas hibridas.

A dengue ¢ uma doenca infecciosa aguda que constitui um dos grandes problemas
de saude publica no mundo e seu agente etiologico, o virus da dengue (DENV),
compreendem quatro sorotipos virais de importancia epidemioldgica (DENV-1, DENV-

2, DENV-3 e DENV-4). O genoma do DENV
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codifica uma unica poliproteina, posteriormente clivada em sete proteinas ndo- estruturais
(NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5) e trés proteinas estruturais que
constituem o virus (proteina C do capsideo, proteina M da membrana e proteina E
do envelope) (CHAMBERS et al., 1990).

O gene E, alvo principal deste trabalho, ¢ o mais utilizado para estudos moleculares
do DENYV, devido a importancia da glicoproteina E codificada por este gene (CHAMBERS
et al., 1990; LEITMEYER et al., 1999). A proteina E € a maior proteina da superficie da
particula viral, com importantes fungdes na atividade biologica viral. Estudos sugerem
que a proteina E ¢ a mais indicada para escolha no diagnostico do sorotipo viral
(BARROS, 2007) por estar exposta na superficie do virion, ser responsavel pela interagao
com receptores celulares e representar o principal alvo dos anticorpos neutralizantes
(JAISWAL et al., 2003), enfatizando a importancia da presente pesquisa, que teve como
objetivo de estabelecer técnicas para amplificagdo do gene E do DENV-2 ¢ DENV-4:

sendo estas etapas essenciais a clonagem e expressao da proteina E destes sorotipos.

METODOLOGIA

Para o processo de clonagem, ¢ necessario realizar a amplificacio por PCR do
gene E de DENV-2 e DENV-4, para que se possa prosseguir com as etapas subsequentes.
A molécula de DNA utilizada neste trabalho foi obtida da FIOCRUZ em Recife,
contendo o gene da proteina E do DENV-2 e DENV-4, com cerca de 1500 pares de

base.

Primers e mistura de reacdo
Os primers forward (F) e reverse (R) para DENV-2 e DENV-4 foram

utilizados nas combinag¢des abaixo:

DENV-2: DENV-4:
DE2-F3R2 DE4-F2R2
DE2-F4R3 DE4-F3R3

E importante ressaltar que a combinacio de primers DE2-FAR3 e DE4-F3R3
inicia a sintese no gene prM (gene da glicoproteina precursora da membrana),
externamente ao gene E (primers externos), comparado a combinagdo DE2-F3R2 e
DE4-F2R2 (primers internos), que iniciam e
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terminam a sintese diretamente no gene E.

Esta técnica ¢ denominada Nested PCR. Haja vista que seriam utilizados
fragmentos de DNA maiores - resultantes da PCR dos primers externos — como
template, o gene E teria mais chances de sucesso na amplificacdo, aumentando a
sensibilidade da técnica.

Todas as amplificagdes dos DNAs (DENV-2, DENV-4, pGEX-2T) com seus
respectivos primers € componentes, nas devidas quantidades, ocorreram num mesmo ciclo

de programacgdo do termociclador:

Tabela 1 - Programacao dos ciclos de temperatura em termociclador da PCR, para amplifica¢do do gene E

da dengue e do vetor de clonagem pGEX-2T.

Inicio 30 ciclos Fim
Desnaturacio Anelamento Polimerizacdo
do DNA dos primers
94°C
Temperatura 94°C 55°C 72°C 72°C | 4°C
Tempo
(segundos) 60s 30s 30s 90s 300s 00
Eletroforese

Para a separagao e visualizagdo dos fragmentos amplificados pela técnica de
PCR, realizou-se a eletroforese em gel de agarose, preparado na proporcao a 1% (0,5g

de agarose — 50 mL de tampao TAE 1x).

RESULTADOS E DISCUSSOES

O resultado das amplificacdes por PCR separadas em gel de agarose podem

ser visualizadas na figura:
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A tabela 2 abaixo descreve a mistura de componentes da PCR correspondente a

cada ntimero ilustrado na figura:

Tabela 2— Mistura de componentes da PCR correspondente a cada pogo, como indicado na figura 11.

PCR DNA Primers Tamanho esperado
1 DENV-2 DE2-F3R2 (internos) 1488 pb
2 DENV-2 DE2-F4R3 (externos) 1976 pb
3 DENV-4 DEA4-F2R2 (internos) 1486 pb
4 DENV-4 DE4-F3R3 (externos) 1546 pb
5¢9 pGEX-2T pGEX-F2R2 1146 pb
6 PCR 2 DE2-F3R2 (internos) 1488 pb
7 PCR 4 DE4-F2R2 (internos) 1486 pb
8 Marcador - Fragmentos de tamanhos em|
pares de base e em ordem|
decrescente iguais a:
10.000 pb; 8.000 pb; 6.000 pb;
5.000 pb; 4.000 pb; 3.000 pb;
2.000 pb; 1.500 pb; 1.000 pb;
500 pb e 100 pb
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O tamanho dos fragmentos que foram amplificados com sucesso,
correspondem ao tamanho esperado de cada trecho.

Nos PCR’s 6 ¢ 7, em que foram utilizados os produtos de PCR 2 ¢ PCR 4,
respectivamente, como DNA template (Nested PCR) e os primers internos, houve
produgdo de fragmentos de tamanhos correspondentes ao das amplificagdes dos PCR’s
1 ¢ 3 (DENV-2 ¢ DENV-4 como template, e primers internos) nesta ordem, como
também era esperado.

No PCR 4 com a combinacdo da molécula de DNA de DENV-4 e primers
externos, observam-se duas bandas, quando o previsto seria o aparecimento de apenas
uma. Este resultado indica que pelo menos um dos primers fez um anelamento em local
erroneo.

E possivel observar que no PCR 2 (Template: DENV-2, primers externos) nio
houve amplificagdo. J& nos PCR 1 (Template: DENV-2, primers internos) ¢ PCR 6
(Template: PCR 2, primers mnternos) obtiveram amplificacdo de tamanho esperado,
embora tenham sido mais fracamente amplificados em comparacao aos demais.

Apesar dos resultados obtidos para molécula de DNA do sorotipo-2, ¢ possivel
utilizar o produto da amplificacdo com os primers internos na etapa de inser¢do do gene E

no vetor de clonagem.

CONCLUSOES

Este trabalho estabeleceu técnicas para amplificacao do gene E dos sorotipos virais 2
e 4 da dengue. Uma vez determinadas, as técnicas da amplificagdo do gene E sdo
imprescindiveis nas etapas de obtengdo de DNA recombinante no processo de clonagem e
expressdo da proteina E da dengue.

Outras técnicas precisam ser realizadas até expressdo da proteina E, incluindo
as etapas ligacdo do gene E amplificado ao plasmideo, a transformacgdo de bactérias com o
vetor plasmideo contendo o DNA recombinante, e a expressdo e purificagdo da proteina

E quimérica resultante do transgene, com controle da expressdao em Western Blot.
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